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摘  要：基于 1H NMR的代谢组学方法对灌胃给药赭石的成年Wistar大鼠血清进行分析，
运用主成分分析模式识别方法对所得数据进行处理，并对给药大鼠血清进行生化指标检
测．研究结果表明，大鼠体内β -羟异丁酸、乙酸、丙酮、胆碱、甘油磷脂酰胆碱、葡萄糖、
乳酸、低密度脂蛋白、极低密度脂蛋白和脂质等内源性代谢物浓度发生明显变化，可作为
赭石的特征代谢物．2 g/kg和 5 g/kg体重剂量赭石使大鼠机体产生大量活性氧化物(ROS)，
造成过氧化损伤，导致能量代谢和糖代谢紊乱，糖酵解反应增强，并且对肝功能造成了影响． 
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引言 
赭石(Haematitum)又名代赭石，味苦、性寒，具有平肝潜阳、降逆和止血功效，为
临床上应用广泛的矿物中药，主要用于治疗眩晕耳鸣、呕吐、噫气、呃逆、喘息和吐血
等症[1]．赭石的主要成分为 Fe2O3，并含有 Ca、Mn、Ni、Zn、Co、Cu及 As等多种矿
物元素[2–4]．近年来，赭石的炮制方法[3,4]和临床应用[5]的研究非常广泛，但其作用机理
尚不清楚，对其安全性还未作出科学评价． 
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自从 1999年 Nicholson等人第一次提出代谢组学(metabonomics)的概念[6]以来，代
谢组学迅猛发展．代谢组学方法主要是利用现代分析技术结合模式识别方法，目的在于
找出组间的差异性代谢物，分析这种差异性变化与生物体受到环境、疾病和药物等刺激
之间的关系，进而确定生物标记物，阐述生物体对相应刺激的应答反应．如今代谢组学
在疾病诊断、药物安全评价、毒理学研究、食品营养学研究、植物研究等多个领域[7–11]
都发挥着重要作用．目前应用于代谢组学的现代分析技术手段有核磁共振(NMR)、液相
色谱 -质谱联用 (LC-MS)、二级质谱 (MS/MS)和气相色谱 -四极杆飞行时间质谱
(GC-TOF/MS)等技术．NMR具有能在接近生理条件下进行实验且无损伤性、样品处理
简单、所需样品量少、检测时间短等优点，被广泛应用于代谢组学的研究[7–10,12]，是目
前代谢组学中最常用的分析技术手段之一． 
主成分分析(PCA)得分图能够直观地描述生物体在不同刺激后的代谢模式变化[13]． 
每一个样本在主成分(PC)得分图上的位置取决于生物体的代谢反应，处于相似生理病
理状态下的个体代谢物成分和浓度相似，所以它们在 PC得分图上的位置相近．因此主
成分分析是药物机理研究和安全评价中最为常用的模式识别方法之一．本文采用基于
1H NMR的代谢组学方法结合主成分分析的模式识别方法[14,15]，从分子水平上对赭石的
急性生物效应进行了研究． 
1  实验部分 
1.1  化学试剂和实验动物 
1.1.1  化学试剂及药品的配制 
磷酸氢二钠(Na2HPO4)，分析纯，北京化工厂；磷酸二氢钠(NaH2PO4)，分析纯，北
京化工厂；重水(D2O)，99.9%，美国剑桥同位素实验室；生理盐水，长春达兴药业股份
有限公司；生化试剂，长春汇力生物技术有限公司；赭石，长春铭泰大药房；羧甲基纤
维素钠(CMC)，国药集团化学试剂有限公司． 
用 0.5% CMC配成浓度为 0.5 g/mL和 1.25 g/mL的赭石悬浊液． 
1.1.2  实验动物 
成年雄性Wistar大鼠(250 ± 20 g，n = 30)购于吉林大学基础医学院． 
1.2  动物模型的建立 
严格按照要求饲养，环境温度控制在 22 ± 2 ℃，相对湿度 RH保持在 50 ± 10%，
昼夜循环，自由摄食饮水．30只成年雄性Wistar大鼠，随机分为 3组，每组 10只．大
鼠在饲养笼内适应 7天后，实验组分别一次灌胃给药(4 mL/kg)浓度为 0.5 g/mL和 1.25 
g/mL的赭石悬浊液，即 2 g/kg、5 g/kg体重(BW)剂量的赭石；对照组灌胃(4 mL/kg)  
0.5%羧甲基纤维素纳(CMC-Na)．54 h后，每组随机处死 5只大鼠，收集血液．126 h
后每组所剩大鼠处死取血．所得血液于 4 ℃静置 1 h后，以 4 000 rpm离心 10 min，
取上层清液得到血清样品，于液氮下冷冻保存，供 NMR测试． 
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1.3  核磁共振测试 
将血清样品解冻，取 0.4 mL血清于离心管中，加入 0.2 mL浓度为 0.2 mol/L的磷
酸盐缓冲溶液(pH 7.38)及 0.06 mL D2O，于 4 ℃静置 10 min，以 4 000 rpm离心 5 min；
取上层清液 0.55 mL于 5 mm NMR 样品管中，于 25 ℃进行测试． 
血清的 1H NMR谱图在 Bruker AVIII 600 MHz型 NMR谱仪上测试，质子共振频
率为 600.13 MHz，采用 CPMG自旋回波序列结合预饱和方法采集信号，FID采集次
数 64，数据点 16 k，延迟时间为 6 s，90°偏转角为 13.5 μs，采样时间为 1.022 4 s，谱
宽 8 992.8 Hz． 
1.4  血清的生化指标检测 
血清的生化指标在松上 A-6半自动生化分析仪上测试．测试项目有：乳酸脱氢酶
(LDH)、天门冬氨酸转氨酶(AST)、谷丙转氨酶(ALT)、胆碱酯酶(CHE)、碱性磷酸酶
(ALP)、γ -谷氨酰转肽酶(GGT)、尿素氮(BUN)、甘油三酯(TG)、总胆固醇(T-CHO)． 
1.5  血清样品的 1H NMR数据处理 
采用 MestRe-C 版本软件（http://qobrue.usc.es/jsgroup/MestRe-C，共享软件）进行
手动相位调整和基线校正．以肌酸δ 3.04的甲基峰（单峰）为内标；除去残余水峰信号
(δ 4.60~5.10)；谱图按自适区间段[16]积分，δ 2.00~3.00采用 24 Hz积分，其余谱图按 6 Hz
积分．为消除样本之间的浓度差异，将所得的积分数据进行概率商归一化处理，对每个
新变量进行中心化处理，然后对所得数据进行主成分分析．主成分得分的统计分析采用
方差分析(analysis of variance，ANOVA)与多重比较检验． 
2  结果与讨论 
2.1  血清的 1H NMR谱图归属及多元统计 
血清几乎包含了血液中所有的小分子化合物，并且均一性很高，但也有少量的大分
子，通过 CPMG 序列得到的谱图减弱了生物大分子的干扰，从而能够很好地研究血清
中小分子代谢物浓度变化．图 1为对照组和赭石给药 2 g/kg及 5 g/kg体重剂量后 54 h
血清的 1H NMR谱图，参考文献[15, 17]进行谱峰归属． 
对 2 g/kg组及对照组的血清 1H NMR谱图处理后的数据进行 PCA分析，得到 PCA
得分图和载荷图（图 2）．从图 2(a)中可以看出给药 54 h组与对照组在 PC1方向上显著
分类(ANOVA，0.001<p<0.01)，给药 126 h组与对照组在 PC1、PC2方向上分类不明显
(ANOVA，p>0.1)．这说明 2 g/kg组给药赭石 54 h后对大鼠机体造成较大损伤，126 h
后对大鼠机体造成的损伤明显恢复． 
通过 2 g/kg组的 PC载荷图[图 2(b)]分析发现，2 g/kg组对 PCA分类具有较大贡献
的内源性代谢物质中浓度显著升高的有异丁酸(Isobutyrate)、β-羟基丁酸(β-HB)、乙酸
(Acetate)、丙酮(Acetone)、胆碱(Choline)、甘油磷脂酰胆碱(Glycerophosphoryl choline，
GPC)、葡萄糖(Glucose)和乳酸(Lactate)；浓度显著降低的有极低密度脂蛋白(Very low 
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density lipoprotein，VLDL)、低密度脂蛋白(Low density lipoprotein，LDL)和脂质． 
 
图 1  对照组和赭石给药 54 h后血清的 1H NMR谱图. (a) 对照组，(b) 2 g/kg体重剂量给药组，(c) 5 g/kg体
重剂量给药组 
Fig. 1  1H NMR spectra of serum from (a) control, (b) 2 g/kg body weight, (c) 5 g/kg body weight haematitum 
treatment at 54 h post dose 
TMAO: Trimethylamine-N-oxide; NAG: N-Acetyl glycoprotein; LDL: Low density lipoprotein; VLDL: Very low 
density lipoprotein; β -HB: β -Hydroxybutyate; GPG: Glycerophosphorylcholine 
 
 
 
图 2  对照组和灌胃给药 2 g/kg赭石组不同时间大鼠血清 1H NMR谱 PCA分析得分图(a)与载荷图(b)，椭圆
为每组的平均值±标准偏差 
Fig. 2  PCA scores (a) and loadings (b) plots based on 1H NMR spectroscopy of serum from control and 2 g/kg 
body weight haematitum treatment rats, the ellipses represent mean ± standard deviation 
 
对 5 g/kg组及对照组的血清 1H NMR谱图处理后进行 PCA分析，得到 PCA得分
图和载荷图（图 3）．从图 3(a)中可以看出给药 54 h 组对照组在 PC1 方向上显著分类
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(ANOVA，0.001< p <0.01)；给药 126 h组与对照组 PC1方向上分类不明显(ANOVA，
p >0.1)，PC2方向上分类(ANOVA，0.01< p <0.05)，而给药 126 h组与给药 54 h组显著
分类(ANOVA，0.001< p <0.01)．这说明 5 g/kg组给药赭石 54 h后大鼠血清中内源性代
谢物含量变化较大，126 h后血清代谢物浓度呈现出恢复的趋势． 
通过 5 g/kg组的 PC载荷图[图 3(b)]分析发现，5 g/kg组对 PCA分类具有较大贡献
的内源性代谢物质中浓度显著升高的有异丁酸、β-HB、乙酸、丙酮、肉碱、胆碱、甘
油磷脂酰胆碱、葡萄糖和乳酸浓度显著降低的有 VLDL、LDL和脂质． 
 
 
 
图 3  对照组和灌胃给药 5 g/kg赭石组不同时间大鼠血清 1H NMR谱 PCA分析得分图(a)与载荷图(b)，椭圆
为每组的平均值±标准偏差 
Fig. 3  PCA scores (a) and loadings (b) plots based on 1H NMR spectroscopy of serum from control and 5 g/kg 
body weight haematitum treatment rats, the ellipses represent mean ± standard deviation 
 
 
 
图 4  对照组和不同剂量赭石组灌胃给药 54 h和 126 h后大鼠血清 1H NMR谱 PCA分析得分图(a)和得分图
(b)，椭圆为每组的平均值±标准偏差 
Fig. 4  PCA scores (a) and scores (b) plots based on 1H NMR spectroscopy of Serum from control, 2 g/kg and 5 
g/kg body weight haematitum treatment rats after 54 h and 126 h, the ellipses represent mean ± standard deviation 
 
对 2 g/kg和 5 g/kg给药组以及对照组在给药 54 h后和 126 h后的血清 1H NMR谱
图数据分别进行 PCA分析，得到 PCA得分图（图 4）．从图 4(a)中可以看出给药 54 h
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后两个剂量组均与对照组在 PC1方向上显著分类(ANOVA，0.001< p <0.01)，说明两组
剂量的赭石均对大鼠造成较大的损伤．从图 4(b)中可以看出给药 126 h后两个剂量组均
有一定的恢复，但恢复程度明显不同，2 g/kg组恢复趋势明显，5 g/kg组恢复程度不高，
这说明较高剂量的赭石在 126 h后对大鼠代谢仍有一定的影响，能否完全恢复需要进一
步的研究． 
2.2  给药后大鼠血清的重要生化指标数据 
从表 1可以看出灌胃给药不同剂量的赭石 54 h后，大鼠血清中一些重要的生化指
标发生明显的变化．乳酸脱氢酶(LDH)、谷丙转氨酶(ALT)、天门冬氨酸转氨酶(AST)、
碱性磷酸酶(ALP)、胆碱酯酶(CHE)、甘油三酯(TG)和总胆固醇(T-CHO)含量显著下降． 
126 h 后，上述生化指标恢复到正常范围，而胆碱酯酶(CHE)、甘油三酯(TG)含量仍然
显著下降． 
 
表 1  赭石灌胃给药后大鼠血清中的一些重要生化指标 
Table 1  Assessment of important biochemical parameters of rat serum from haematitum treatment 
生化指标 对照组 
赭石(2 g/kg BW) 赭石(5 g/kg BW) 
给药后 54 h 给药后 126 h 给药后 54 h 给药后 126 h 
LDH(U/L) 1051.18±377.31 663.04±194.95* 1013.14±297.40 790.28±249.93 817.02±238.50 
ALT(U/L) 90.90±13.44 56.99±10.84** 98.15±22.72 67.37±19.08* 81.51±6.78 
AST(U/L) 223.64±28.88 149.66±26.39** 228.48±59.02 183.55±15.41* 207.75±50.87 
ALP(U/L) 225.78±35.92 170.24±20.05* 249.74±34.22 174.40±47.43* 227.62±69.44 
GGT(U/L) 7.86±4.43 5.57±1.76 8.48±2.41 5.41±2.39 8.94±2.18 
CHE(U/L) 3.01±0.10 0.86±0.19** 0.73±0.07** 0.59±0.09** 0.81±0.28** 
BUN(mmol/L) 8.30±1.19 8.62±0.55 8.23±0.53 8.14±1.24 9.56±0.72 
TG(mmol/L) 1.15±0.16 0.37±0.27** 0.72±0.10** 0.70±0.27* 0.80±0.33* 
T-CHO(mmol/L) 1.41±0.35 0.85±0.30* 1.21±0.17 0.89±0.10* 1.29±0.32 
LDH，乳酸脱氢酶(Lactate dehydrogenase)；ALT，谷丙转氨酶(Alanine aminotransferase)；AST，天门冬氨酸转氨酶(Aspartate transaminase)；
ALP，碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase)；GGT，γ -谷氨酰转肽酶(γ -Glutamyltransferase)；CHE，胆碱酯酶(Cholinesterase)；BUN，尿素
氮(Blood urea nitrogen)；TG，甘油三酯(Triglycerides)；T-CHO，总胆固醇(Total cholesterol)；数据显示，平均值±标准偏差；显著性检
验(t-test)，*p < 0.05；**p < 0.005 
 
2.3  生物学分析 
2 g/kg和 5 g/kg组中均观察到葡萄糖浓度升高，这说明 2 g/kg和 5 g/kg体重剂量的
赭石引起体内糖有氧代谢异常．体内铁过载对机体损伤的靶向性是线粒体[18,19]，Bacon
等人[20]在对大鼠口服过量的羰基铁实验中观察到肝铁浓度过高可以引发线粒体脂质过
氧化，从而对线粒体造成氧化损伤．本实验观察到的大鼠体内有氧代谢异常有可能是赭
石引起线粒体氧化损伤而造成的．葡萄糖有氧代谢产生大量的三磷酸腺苷(ATP)，为机
体迅速补充能量，体内糖有氧代谢异常会引起能量代谢异常． 
当机体能量不足时，糖酵解反应就会加强，葡萄糖在糖酵解过程中产生乳酸，导致
乳酸含量上升．而在糖异生过程中乳酸在乳酸脱氢酶的作用下生成丙酮酸，结合表 1
中发现乳酸脱氢酶浓度降低，这暗示乳酸的浓度升高也有可能是由于 2 g/kg 和 5 g/kg
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体重剂量赭石影响了乳酸脱氢酶活性而造成的． 
Warburg等人[21]研究发现癌细胞的能量代谢异常，即使在有氧的条件下，癌细胞优
先进行糖酵解反应，并产生大量的乳酸，称之为Warburg效应，被认为是癌细胞所具有
的普遍特征．本研究观察到大鼠体内糖酵解加强，但是否与赭石致癌有关需要进一步的
研究． 
当糖酵解和脂质β氧化产生的乙酰 CoA 超过了三羧酸循环消耗能力时，乙酰 CoA
就会在肝脏中经过缩合、裂解产生酮体（乙酰乙酸、β-羟基丁酸、丙酮）[22]．过量的
乙酰 CoA通过乙酰 CoA水解酶水解产生乙酸[23]．因此给药 2 g/kg和 5 g/kg组均观察
到β-HD、乙酸、丙酮的浓度升高，说明脂质发生了过氧化，这与表 1中甘油三酯含量
降低相符． 
胆碱酯酶和胆固醇在肝脏中合成，是反映肝脏合成功的重要指标．表 1中血清胆碱
酯酶和总胆固醇降低，并结合酮体含量的升高，这可能暗示着 2 g/kg和 5 g/kg体重剂
量赭石对肝脏的合成功能造成了影响，并且这种影响在 126 h后未恢复． 
胆碱类代谢物（胆碱、磷酸胆碱、甘油磷酸胆碱）是磷脂代谢的重要产物，它们在
维持细胞膜的完整性上发挥着重要作用[24]．Griffin 等人[25]研究表明胆碱类代谢物水平
上升与药物诱导细胞膜损害有关．2 g/kg和 5 g/kg组均观察到 VLDL、LDL和脂质浓度
降低以及胆碱、甘油磷酸胆碱浓度上升，这进一步说明赭石给药后引发脂质过氧化，并
损害了细胞膜的完整性．铁过载可诱导产生大量的活性氧化物(ROS)[20]，造成很强的脂
质过氧化[26]．由此推测，当给药 2 g/kg和 5 g/kg体重剂量赭石后，赭石引起线粒体过
氧化，生成大量的活性氧化物，当这些活性氧化物的生成量超过机体抗氧化防御系统的
消耗能力时，细胞膜的完整性就会由于脂质过氧化而受到损伤． 
3  结论 
通过对给药赭石Wistar大鼠血清的 1H NMR谱图分析及对所得数据进行多元统计
分析，发现赭石能够引起代谢水平的变化．研究结果表明，大鼠体内内源性代谢物水平
明显升高的有β-HB、乙酸、丙酮、胆碱、甘油磷脂酰胆碱、葡萄糖和乳酸；内源性代
谢物水平显著降低的有 VLDL、LDL和脂质，可作为赭石的特征代谢物． 
通过对相应代谢途径的分析可知 2 g/kg和 5 g/kg体重剂量的赭石对大鼠机体造成
过氧化损伤并导致糖代谢、能量代谢紊乱，糖酵解反应增强，并对肝功能造成了影响．在
给药 2 g/kg和 5 g/kg体重剂量 54 h后对大鼠具有较大的毒性，在给药 126 h后均有不
同程度的恢复；2 g/kg组赭石对大鼠的毒性在给药 126 h后明显恢复，而 5 g/kg组在给
药 126 h后有恢复趋势，但仍对大鼠有一定的毒性，能否完全恢复需要进一步的研究．实
验结果表明基于 1H NMR 的代谢组学方法可以有效地运用到矿物药的研究中，为矿物
药的研究提供了新思路． 
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A 1H NMR-Based Metabonomic Study on the Serum of 
Haematitum-Treated Rats 
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(1. Department of Chemistry, Hebei University of Technology, Tianjin 300130, China; 
2. Changchun Institute of Applied Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Changchun 130022, China) 
  
Abstract: Wistar rats were intragastrically administered with different doses (0, 2, 5 g/kg 
body weight) of haematitum. 1H NMR-based metabonomic techniques were used to 
analyze the metabolic profiles of the serum samples collected from the treated rats. 
Significant treatment-related changes were observed for the levels of β-hydroxybutyate, 
acetate, acetone, choline, glycerophosphorylcholine, glucose, lactate, low density 
lipoprotein, very low density lipoprotein and lipids. Such biochemical changes indicated 
that haematitum treatment at the dose of 2 or 5 g/kg body weight gave rise to reactive 
oxygen species (ROS) and caused peroxidation damage. It is concluded that haematitum 
treatment affects glucose, lipid and energy metabolism in rats. 
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